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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestelit 
(g) Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 
@ Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fiuoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaflen stellt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomporienten 
zu komplex zusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzierung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Huoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Rogressionsanalyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lege, unter Erhalt von 
• Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Flu o- 
, reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuriickzu- 
I verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibratlonsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singals ange- 
wendist werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmlkroskopie verdeutlicht. 
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Datenerfassung der spektral aufgetrennten Fluoreszenzen der Reinformen 

Im ersten Schritt werden spektral aufgetrennie Huoreszenzsignale der in einer Probe vorkommenden Huorochrome in 
Reinform sowie das Hintergriindsignal ohne Huorochrom im gegebenen oplischen System aufgezeichnet^ 
spektrale Auftrennung wird entweder durch Anderung der Ruoreszenzanregungswellenlangen oder durctuee^ be- 
ifeTdSTin den Deteklor gelangenden FluoreszenzeiiiissionsUchU oder duruh eine KombinaUon von beiden MaBnah- 
• men crzielt. g iTiSa^AuftrcnDung kaan hierb ei kontinuicrUch bcispiclsweisc mil Hjlf c von Monochroma torep eri^ 
folgen Oder diskontinuierUch gestaltet werden, beispieLsweise durch distareteM^cH^^ 

SpiegeL FiU^iiSTBa^verschiedene Lichtquellen. Die spektral aufgelostwTDalensatze w^den nach SubtrakUon des 
Hintergnmdsignales in einer Datenbank zur spateren Verwendung gespeichert. Die gespeicherten, spektralen Datensatze 
der Reinformen kSnnen bei guter Reproduzierbarkeit in den Datenbanken verbleiben und fUr spStere Messungen wieder- 
verwendet werden. Die spektral aufgetrennten Datensatze der Reinformen weiterer Muorochromc konnen die Datenbmik 
ereanzen und zu den bereits gespeicherten Datfcnsiitzen hinzugefOgt werden. Die spektral aufgetrennten Datensatze der 
Reinformen audi bei mehr spektralen Konfigurationen aufgezeichnet werden, als es bei der Messung der Probe zunachsl 
vorecschcn isl. Dies bictct den Vortcil, daB bei spatcrcr Verwendung andcrcr spcktralcr KonfiguraUoncn bcrcits Rcfc- 
renzdaten der Reinformen in der Datenbank exisderen, und somit die Reinformfluoreszenzen nicht emeut aufgezeichnet 
werden miissen. 

Datenerfassung der Fluoreszenzen der Probe 

Die Huoreszenz der Probe selzt sich aus den Huoreszenzen der genannten Reinformen zusammen. Bine speku-ale 
AufU^nnung der Huoreszenzen der Probe wird in den spektralen und optischen Konfigurationen durchgefiihrt, in denen 
auch Datcn dcrRcinformcn aufgezeichnet wurdcn. Vomchmlich kommcn solchc spektrale Konfigurationen zum Emsatz, 
bei denen die Ruoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die grtiBten Differenzen untereinander aufwei- 
sen. HventueU in der Probe vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral autgetrennten Daten- 25 

E^e Ad:z^hnung der speku-al geliennlen DalensaLze der Probe kann gegebenenfalls wiederholt werden urn entweder 
dynamische Prozesse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsignals zu vemn- 
gem. 30 

Datenanalyse 

Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schritt mit Ililfe einer Regressionsanalyse ausgewertet Ilierbei konnen 
multivariate Uneare Regressionsanalysen oder nichtlineare Regressionsanalysen zum Einsatz konunen. Im vorhegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswermngen mit beiden Verfahren durchgefiihrt. Vor- und Nachteile der entsprechenden 35 
Vcrfahrcn werden crlautcrt. Durch die Regressionsanalyse konnen die rclativcn Bcitragc der Reinformen zum Ocsamtsi- 
gnal ermiuelt werden und bei Kenntnis der SignalintensitSt bekannter Mengen des Fluorochroms auf die m der Probe 
vorhandene Menge des Fluorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderlichen Schritte werden in der holge be- 

DTccb-Kaiueras bis zur Sattigungsschwelle weitgehend linear arbeiten, kann angenoinmen werden, daB sich unter- 40 
halb der Sattigungsschwelle bei jedcr spektralen Konfiguration i das Gesamtsignal einer Probe V^,, additiv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, ... m zusammensetzt. Daher gilt Fg„ = Fi + F2 + ... + F^. Diese Einzelkom- 
ponenten konnen als Produki der durch Aufzeichnung und Normierung der Reinformfluoreszenzen bekannten, normier- 
icn Fluorcszcnzintcnsitatcn X2, . . - x^ mit den unbckanntcn SkaHcrungsfaktorcn b,. b2, . . . b„, ausgedruckt werden: 
F = b„, x„, Wahrend die normierten Fluoreszenzintensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedhchen spek- 
tralen Konfigurationen verschieden sind, bleiben die SkaUerungsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen Stofimen- 
gen der Huorochrome anzeigen, konstant. FaUs das fiir die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes benotigte Zeitin- 
fervaU bei dynaiiiischen Prozessen nicht vemachlassigbar gering isL, konnen sich FehlerqueUen ergeben; daha ist bei ki- 
netischen Untensuchungen auf einen gcschwindigkeitsoptimierten Ablauf der Datenerfassung 7.u achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die DatensStze angewendei, urn den Betrag der unbekannten Ska- 
Uerungsfaktoren bi . . . bn, der jeweiligen normierten Intensitat der Reinformen xi . . . Xn, zum Gesam^ignal y zu ermit- 
leln. Bei jeder spekuralen Konfiguration i setzt sich das Gesamtsignal yi aus den Signalen der im Bildelemeni befindb- 
chen Reinformen Fi„, bzw. b,„ Xi„, additiv zusammen. 

I'iir jede Wellenlange i gilt somit: 

Formcl (1) yi = bixu + b2Xi2 + bsxjs + . . . + bmXim. 

Die Anzahl der Reinformen m besummt die Zahl n der spektral unterschiedUchen Datensatze, die mitidestens aufge- 
zeichnet werden mussen, urn eine Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzieien. AUgemein gilt also n ^ m. 

Durch Aufzeichnen der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschiedenen Daten- 
sStzen n verschiedene Losungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 
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Formel (2): 
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Dieses LGS kann bei der Aufzeichnung von m verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen, deren spektrales Verhalten be- 
kannt ist (xu . . . Xom. sind bckannt) bei n = m WellenLangen direkt durch das (Jauss-Jordan'sche liliminataonsverfahren 
gelosl werden, falls zwischen den n verschiedenen LCsungen keine Uneare Abhangigkeiten bestehen. Die mulnvanale li- 
neare Regressioasanalyse besitzt jedoch den Vorteil, daB mehr McBwerte in die Berechnung aufgenommen werden kon- 
ncn, und daB das Bcrcchnungsvcrfahrcn zuvcrlassigcr gcstalict wcrdcn kann. , ^ . ^ u i^i 

Bei steigender Anzahl n erbSht sich <Ue ZuverlSssigkeit der Regressionsanalyse besonders bei nur schwach spektral 
unterschiedlichen Ruorochromen. Andererseits werden die Datensatze umfangreicher und die Datenanalyse verlang- 
samt Bei derim Anwendungsbeispiel verwendeten CCD-Kamera mil 12 bit Auflosung werden beispielsweise bis zu 1.3 
X 10^ Bildpunkle auTgezeichnel. Dies enLsprichL bei jeweils 10 verschiedenen speklralen KonfiguraUonen zu 20 Zeitin- 
tervalleneinemDatcnsalz von 520 Megabyte. n * a a 

Bei vektorieller Beschreibung einer multivariaten Unearen Regressionsanalyse kOnnen die gesuchten Betrage der 
Reinformen in einem Losungsvektor ^ wie folgt ausgedriickl werden: S = A"^ x z, wobei A"' die inverse einer Matnx A 
ist. Der gcsamtc Term lautcl: 
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Die Summen 2 werden hierbei uber alle gemessenen speklralen Konfigurationen i = 1 bis 1 = n gebildet. Da die Matnx 
A quadratisch ist, kann die Inverse der Matrix A"' durch das GauB'sche EUmi nations verfahren nut RiicksubstituUon ge- 
bildct werden. Bei hohcr Komplcxitat der Matrix und bei schwach divcigcntcn Datcnsatzcn muB besonders auf Run- 
dungsfehler geachtet werden, die sich teilweise dramatisch auswirken k6nnen. Die ComputergestUtzte ErmitUung der in- 
versen Matrix wiiide daher im Anwendungsbeispiel mit doppelt genauen HieBkommavariablen durchgef uhrt. Im Zwei- 
felsfall kann ein iteratives Verfahren zur KontroUe und Verbesserung der Bildung der ihversen Matnx dienen. Da die in- 
verse Matrix fiir ein MeBprolokoU lediglich ein Mai berechnel werden niuB, isl das aufwendige Verfahren der iteraUven 
KontroUe und Verbessening empfehlenswerL Entsprechende Algorithmen mit Programmieningsroutinen smd der Fach- 
literatur zu entnehmen und im Internet pub liziert. xa . • 

Nach Kalkulation der inversen Matrix A'' konnen mit Hilfe einiger Multiplikations- und Additionsschntle die Matnx 
A-^ mit dcm Vcktor z zur Ennittlung dcs Losungsvcktors h ausmultiplizicrt werden. In den Zeilcn dcs Losungsvcktors 
sind die relativen Betrage des Beiu^gs der einzehien Huorochrome zum jeweiUgen Gesamtsignal enthalten. Diese kon- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Gesichtsfeldes iiber das gesamte Bildfeld als MaB fiir die lokale Menge des jewei- 
ligen Ruorochroms dienen. Bei inhomogener Ausleuchtung konnen Konrekturfalaoren angewendet werden, die zuvor 
durch Messung einer noniiierten Huorochromkonzentralion in verschiedenen Bereichen des Gesichlsfeldes enmltell 
wurden. Bei riuores/enzindikatoren, die ahhangig von Milieuhedingungen ihre Eigenschaften andem (z. B. Fura-2 und 
Fura-2-Ca^-Komplex), ist zur RUckrechnung der entsprechenden Milieubedingung (lokale Ca -Konzentration) keine 
Korrektur erforderlich, da Unterschiede in der Ruoreszenzintensitat beide Indikatorformen gleichermaBen beUeffen bo 
kann im Fall des Fluoreszenzindikators Fura-2 die lokale Ca^-^-Konzentradon durch folgende Formel berechnet werden: 

I'ormel (4) [Ca^+J = Kp x ll'ura-2-Ca2+J/ll'ura-2J. 
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Alternative Datenanalyseverfahren 

Altemadv zum beschriebenen multivariaten linearen Regressionsverfahren wurden nichUineareRegressionsverfahren 
gepruft. Die Berechnung der relativen Anleile der Einzelkomponenten zum Gesamtsignal wud durch ein Miniimenings- 
verfahren der Abweichungsquadrate zwischen MeBwerten der Probe und einer Summierung der mit den gesuchten Fak- 
toren mulripUzierten normierten MeBdaten der Reinfonnen (Formel (1)) erzielt. Die Summe der Abweichungsquadrate 
kann mittels verschiedener iterativer Verfahren minimiert werden. Vcrgleichend wurden die "steepest gradient Methode 
und der Levenberg-Marquardt- Algorithmus fiir die iterative Berechnung angewendeL Beide Verfahren ergeben u^ler tte- 
rucksichtigung aquivalenter Abbruchkriteriert der iteradven Optiniiening identische Losungen. Bei geeigneter Wahl von 
Startwcrtcn fur die itcrativ zu cmiittclndcn Faktorcn bi . . . b^ ist das nichUincarc Regressionsverfahren zuvcrlassig und 
bieiet eine einfache Handhabung. FaUs die Startwerte und die initialen Schrittweiten des iterativen Verfahrens ungUnstig 
deHniert wurden, ergeben sich jedoch talsch konditionierte Iterationsschritlc. die eine Fehlbesummung m Form eines lo- 
kalen Minimums der Minimiemngsfunktion ergeben konnen. Diese Gefahr kann zwar durch die Defmiuon von Orenz- 
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wertcnfurb, . . .b„ieduziertweiden,dochgeradebeiMimiiuerungs£unkdonennulkomplexcr.T^^ 
lassiekcitdcritcrativcnSuchcdcsglobalcnMinimumscingcschrankt. . ^ u e, a:^ 

KuM^elineareRegresstonsverfahrenbietetsomitgegenUberdernmch 

Mehrzahl der AppUkationen folgende \forzUge: 

- nichllineare Regressionsverfahren bergen das Risiko, ein lokales Opainuiu der Dalenanpassung m fmden, das 
multivariate lineare RegiESsionsverfahren erfaBt immer das globale Optimum der Datenanpassung. 

- Der Berechnungsaufwand durch das multivariate lineare Verfahren ist wesentbch mednger ah bei den iterauven 
Verfahren und bei einer gegebenen Koniiguration immer identisch. Somit ist die benoUgte Rechenzeit abschatzbar 
unddadurchdielntegrieibarkeitinEchtzeit-Programmablaufegegeben. ^ »>r .i.i„iii,,rin. 

- Die Berechnungsschritte der Matrixoperation (Formel (3)) bestehen ledighch m Additionen und MulUphkaUo 
nen Daher kann t^r die Anwendung des Verfahrens derhohe Gtad der liechenoptitnierung m aktu«ilen ftozessor^ 
("pipelining" von Addidonen undMultipUkalionen) ideal genutzt werden. Altemativ konnenjedoch auch Prozesso- 
len fflit reduzicrtem Befelilssatz ("RlSC-Prozessoren) verwendet werden. 
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Anwendungsbeispiel 

Die VorrichUing, die bei Btslellung des Anwendungsbeispiels verwendet wurde. ist m Zeichnung 1 scheiiialisch wie- 
dergegeb^. Da.stn einemJVJomjch^ CT.T.T.X.-Photonics) erv^eugte Anregungshcht wurde durch erne schnelle 
Steue^orrichtungaufvefe;™ra5ngeneingesteUt.DurchdieWahlder^^^ 

einer von der Optik nicht transmittierten \\fellenlange von 260 nm diente die scjmdlejfcnadl fomatorste,^^ 
^i^g StcucLg der BcUchtungszdt dor CCD-Kamora. Andcmfalls muB dy-^^e gcpulstc Uchtquollc oder d^ch 
^en Sanischen oder elektrodschen ^ferschluB im Strahlengang die Belichtungszeit des f -^^f ^ ^rd^ 
Das AnregungsUcht kam, bd Verwendung nicht-monochromer I^chtquellen durch geeignete BandpassUter ge^^ 
werden. Her Lnnen zur Aufeeichnung spektralerDatensatzebeispielsweiseFi t«rader zumEmsatzkom^^ 
Thron zu dem VerschluB der CCD-Kaxnera gesteuert werden. Die dichroisehen Spiegel, die bei h«koannhchen % ttu^ 
reszenzmikroskopen verwendet werden, konnen ebenfaUs zur spektralen Auftrennung gew^hselt werden^ ffierbe^ is je- 
doeh auf einen m5gUchen Pixelversatz des Bildsignales nach Wechsel d^ Spiegel F*!'^^^^" ^^^^ 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objekbv muB iiber erne hmreichende f-Webnung im^^ 
geringe chromatische Aberration verfugen. Das im Anwendungsbeispiel angewendete ObjekUv ist ein Woptimeite^ 
Sfarker Achromat (Ruar lOx/0.50, Cad Zeiss AG), dessen BiUebnung im MeBfeld der venvendeten CCD-Kamera 
eine hohe Uildscharte in den verwendeten spektralen Bereichen erzeugte. Das eimttierte Licht "^"^^^"^^^^^^'^"^ 
von StreuUcht durch einen Langpassfilter CIVansmission bei X > 510 nm) geleitet. bevor es in den Sensor gelangte. ^e 
ve^eoLe CCD-Kamera zeichnet sich durch einen "grade-0"-Chip ohne Hxeldefekte aus, der zur ^fe^gejxmg des 
Dunkclstromcs durch Pcltier-Elcmcntc auf-20''(: gckuhlt wird. Bei Verwendung andcter Scnsorcn muB bcachtot wer- 
den, daB das Regressionsverfahren auf der Gmndlage der Formel (1) nurdann angewendet werden kann, wenn der Sen- 
sor in einem UnLen Arbeitsbereich betrieben wird. Gegebenenlalls konnen bci einem bekanntem. nichtbnearen Ve^^l- 
ten des Sensors entsprechende Umrechnungsfaktoren bd der Datenerfassung angewendet werden, urn die tatsachUche 
Signalinlensiiat der Probe zu erfassen und nach deui beschriebenen Verfahren [oAimn^ :„ , sVhrilten 

In Fig. 2 sind spektral aufgeloste Datensatze der Anregungswellenlangen von 320 mn bis 490 nm m 1 nm-i>cfanlten 
von Fura-2, Fur^2-Ca^*-Komplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Normierung auf die maximale Fluore^- 
zenzrntensitat des entsprechenden Huorochronis abgebildet. Als Rdnformen wurden m der Fokusebene folgende Mate- 
rialicn gcmcsscn: 

1 GFP- In HEK 29 VZellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinantes modiHziertes GFP expriraieren 
(48 Stunden nach transienterTransfektion des Plasmids pEGFP-Cl. Clontech, Mo- Alto, CA, USA) 

2 Fura-2: In HEK 293-Zellen, die mit Fura-2-Azeloxymethylester (Molecular Probes. Eugene^R, USA) gdaden 
wurrien, und mit dem Ca^^-Chdator Ethylenglykol-bis-(2.amiroethyl)-tetraessigsaure 2 mM (pf-T^^ J^^",''^' 
senhofen. Deutschland) und dem Ca^-Ionophor lonOmydn 5 pM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fUr 2 h inku- 

3'^FurSci^^-Komplex: In HEK 293-ZeUen, die mit Fura-2-Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) geladen wurden und mit Ca^^ 10 mM und dem Ca'Monophor lonomycin 5 pM (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) fur 20 mininkubiert wurden. . ,,«„,.„„ r„w 7 n in 

4 Zusatzlich zu Punkt 2 und 3 wurde dne 2 (iM LSsung von Fura-2-Kdiumsalz in einer Pufferlosung (pH 7,1) in 
Aawesenhdt von Ca^* bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Daten dieser ^^''""f "^[S^en ^egen- 
uber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Ver^chiehungen und bestat.gten^adu ch 
die Efflzienz der iquilibrationsprozedur in HEK 293-ZeUen. Da diese normierten ^^^P^^^^f 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 ermittelten Spdctren nahezu ubereinsUmmen, wurden sie aus Grunden der Ubersichthchkeit 
nicht in Zeichnung 2 abgebildet. 

Als Probe wurden im selben optischen System HEK 293-Zellen gemessen, die gldchzeitig mit pEGFP-Cl und der 
cD^^^^nSKSnenkanaU (mTRPC4) imkpression^^^^^^^^ 

den. Die KontroUe der Transfekdonseffizienz und die Auswahl der pos.Uv '^^^^"^^f^JZ 

konntc durch dioExprcssion des GIPcrfolgcn. D<^^ Ca^Mndikator Fura-2 wurde verwcnd^^^^^^^ 

Ausbildune dnes nicht-fluoreszierenden Komplex bindet (Grynkiewicz et al. ( 1985)). Da der Kauonenkanal mi R^LA 

n^ben S"^ruch XuEanionen (Mn^^) leilet, kann in Mn^^-haltigen Medien die Kanalaknvitat durch das Absmken der 

F?r^-2 undS-2-LKhanigenFluoreszenzverfolgtw 
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Fura-2.Indikatorspezies absinkt, nicht jedoch die Huoreszenz des GFP. Da groBe Intensitatsunterschiede der 
zcn der drci in der Probe vorhandcncn Huorcszcnzfarbstoffspezics im Bcrcich von 340 nm, 358 nin, 380 nm und 4«U nm 
groBe Differenzen untereinander aufweisen, wurden diese AnregungsweUenlSngen Rir den MeBvoigang ausgewShU. 
Durch die Wahl der Expositionszeit der CCD-Kamera von 30 ms bei jeder Anregungswellenlange wurde der dynamische 
5 Bereich der CXZ^-Kamera opUmal genutzt, wobei insbesondere darauf geachtet wurde. daB keme BUdpixel die Siitu- 
gungsschweUe der CCD-Kai[ierd iibersleigen. Die Aufzeichnung eines speklralen DaLensatzes erforderte wemger als 
200 ms und vi^urde in 1 slntervaUcnwiederholl. .^.nuor 
Bildregionen. die einzelnen ZeUen entsprechen, wurden selektiert undeine Zeitsene der mitUeren Bildpixelwene Uber 
jede der selekUerlen Bildregionen berechnet. Die entsprechenden Mittelwerte der Bildregionen bei den Wellailangen 
10 340 nm, 358 nm, 380 nm und 480 nm sind als Funktion der Zeit in den Fig. 3-6 dargestellt Bei 20 s wurde Mn 1 rnM 
zugegeben, um die KanalaktivitSt zu verfolgen, nach 90 s wurden die Zellen mil Carbachol 100 \M sumuhen. Durch das 
beschriebene multivariate, lineare l^gressionsverfahren wurden nun die relativen Bettage der emzelnen l-luorochrome. 
die sich zum jeweiligen Gesamtsignal addieren, fUr jede ZeUe zu den verschiedenen Zeitpunkten ermittelL Zugrundege- 
legl wurden hierbei die normierten spektral aufgeUennten Fluoreszenzintensitaten der Reinforraen ausFig, 2 Nach Ver- 
15 rcchnung der relativen Fura.2 und Fura-2-Ca^^ Konzcntrationcn gemaB der Formcl (4) wurde die rcsulticrcnde frcie zy- 
tosoUsche Ca^^-Konzentration in den selekderten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen ZeUen im Oe- 
sichtsfeld) im oberen Abbildungsteil der Fig. 7 ((1) in Fig. 7) als Funktion der Zeit aufge^gen. Die durch das muUva- 
riaten. linearen Regressionsverfahrens ermitielten Zeitverlaufe der Summe der relativen Fura-2 und Fura-2rCa Ruo- 
reszenzen wurden suiiuuierl und nach Nonnierung auf die iniUalen RuoreszenzinUinsiUiten iiii imiaeren AbbildungsLeil 
20 der Fig. 7 ((2) in Fig. 7) dargestellt. Die relative GFP-Konz-entrarion ist im unteren Abbildungsteil der Fig. 7 ((3) in l< ig. 
7) aufgetragen. Aus Abbildungsteil (2) in Fig. 7 kann man ersehen. daB die Stimulation ein^ Mn -Emstroraes zu oner 
rapiden Veningerung der Fura-2- und Fura-2-Ca2--Signale fiihrt. Die durch das genannte Verfahren ermittelte Gn>.Ruo- 
reszcnz C(3) in Fig. 7) hingegcn bleibt nahczu konstant. Wcitcrhin ist cine Bcstimmung der zytosoUschcri "Konzcn- 
tradon selbst unter mehreren StSreinftUssen mttgUch ((1) in Fig. 7). So wurden im Anwendungsbeispiel mehrere M^^^ 
25 groBen eingefuhrt, die jeweils eine Quantifizierung durch das von Grynkiewicz et al. (1985) beschnebene Ratio- Vferfah- 
ren" beeintrachdgen wurden: 

- Die Anwesenheit eines dritten Ruorochroms (GFP) verursacht in den Anregungswellenlangen 380 nm, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich starke Signalintensit^ten. die die Fluoreszenzsignale von Fura-2 Uberlagem 
30 - Die deutUche Abnahme der Fura-Fluoreszenzen nach Auslosung eines Mn^-Einstromes m die Zellen fuhrt zu in- 

konsistentenErgebnissen nach dem "Ratio- Verfahren", • uu« ■ • ^; ^ki«„;.. 

Durch Abnahme der Fura-Ruoreszenzen nimmt die St6rgr6Be der GFP-Ruoreszenz zeitabhkngig im Verhailms 



zu den l-ura-lluoreszenzen zu. 



35 Da niit dem in dieser Erfindung beschriebenen \ferfahren die Ruorochromzusammensetzung ohne die Bildung von 
"Ratio- Verfahren" ermittolt werdcn kann, nchmcn die StorgroBen keincn EinfluB auf die Quantifizierung der orthch und 
zeidich aufgelosten Huorochromzusamm^isetzung. Ruorochrome mit deutUch Uberlappenden spektralen Eigenschaften 
konnen somil erstmals ohne die Verwendung von "Ratio- Verfahren" zuverlassig quantifizicrt werdcn. 

40 Beispiele der bevorzugten Nulzungsmoglichkeiten der Erfmdung 

Die SchnelUgkeit des Berechnungsverfahrens erlaubt es, eine hohe zeiUiche und/oder rSumliche AuflCsung der MeB- 
vorrichtung unveriiundert zu nutzen. Durch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden durch online-Berech- 
nungen die im Spcichcr vcrblcibcndcn Daiensatzc wciicr rcduzicrt werden konnen. da nach dem Berechnungsverfahrcn 

45 die spektral aufgelGsten Bilddaten nicht mehr benougt werden. Eine onUn^Berechnung der Dalensatze wUrde neben der 
SpeicherplatzreduktioD den weiteren Vorteil bieten, dali bereits kalibrierte Daten visuaUsiert werden konrjen. Der An- 
wender konnie auf dem Bildschirm beispielsweise simultan und nahezu in Echtzeit die bereits kalibrierte Ca' -Konzen- 
iration, den pH-Wert in einer Zelle oder die Lokalisation verschiedene Ouoreszierender Proleine und FarbstoCTe wahrend ^ 
eines laufenden Experiments beobachten. Tn einem Fluores7£n7.mikroskop komen nach Angahe der in der Probe cnthal- 

50 tenen Huorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Ruorochrome in geu-ennten Bildern oder durcti >^arb- 
kodierungen kenntUch gemacht nebeneinander oder in ubereinandergelagerten Bildern dargestellt werden. Dies ist bei 
Verwendungen von Ruorochromen, die durch optische Vorrichtungen quantitativ unterscheidbar sind. in der konfokalen 
Lasermikroskopie und in der mehr-Phoronen-Mikroskopie bereits verwirklicht worden. Bei Verwendung von Indikator- 
farbstoffen konnen jedoch ledigUch relative Veranderungen beobachtet werden; eine Quantifizierung konnte mit dem in 

55 dieser Erfindung beschriebenen Verfahren ermoglicht werden. ^ . ^ j • j- -c 

Vorrichtungen, die durch ihre Eignung zur Aufzeichnung speku-aler Datensatze fur die Anwendungen des in dieser Er- 
findung beschriebenen Vcrfahrcns hesonders geeignet erscheinen, sind heschrieben ^^f^^J^"^^^^^ "I"^^^^^ konfokalc und 
nicht-konfokale Ruoreszenzmikroskope (US 5751417, US 5861984, US 5864139, WO 9222793), aber auch die Ruo- 
reszenz-gestiitzte DurchfluBzytometrie (in Patent US 4745285 bereits mit den lechnischen Voraussetzwigen fur erne 

60 spektrale Auftrennung der Ruoreszenzemission beschrieben) oder die Ruoreszenz-basierende DNA-^equenaerung 
(EP 0294524 und dessen Weiterentwlcklungen). Die KaUbration der Ruoreszenz-Resonanz-Energie-TYansfer^-Mikro- 
skopie (z. B. WO 9855026) kann ebenfalls durch das erfindungsgemaBe ^^^f^^" ^^^^^^ 
Fluoreszenzen des "green fluorescent protein" (GFP) und ^^iner Vanam^^^^ 

US 5741608 WO 9742320, CA 2232727, WO 9726333, AUM82996, US 55625048, WO 9711094, WO 9623810, 
65 WO 9521191) konnen mil dem erfindungsgcmaBcn spektroskopischcn Quantifizierungsverfahrcn trotz ubcrlappcndcr 
spektraler Eigenschaften effektiv voneinander separiert werden. Dies ermbgUcht erstmals die simultane Besummung 
mullipler Expressionsmarker in vitalen 'ZeUen. Durch die Expression von Fusionsproteinen mit den genannten GFP-\^- 
rianlen kSnnen verschiedene zellulare Proleine simultan in lebenden Zellen beobachtet werden. Kolokalisauonsstudien 
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mil Hilfe der Ruoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Methode (FRET) konnen mit dem in dieser Erfindung vorgestell- 
icn Vcrfahrcn durch die cxaktc Quantifizicrung dcr Einzclfluorcszcnzcn mit bcdculcnd groBcrcm Auflosungsvcrmogcn 
durchgefUhrt werden. 
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1 Verfahren zur Qiiantieizierung mehrerer Huorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speicherung spektral 
aufgetrennter Fluoreszenzen der in einer Probe enthaltenen Huorochrome in Reinform, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spektral aufgetrennter Ruoreszenzen der Probe und durch die Anwendung eines iiiulUvanalen li- 
nearen Regressionsverfahrens die Beitragc der Reinformen zu komplexen (Jesamtsignalen ermittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet, dass eine spektrale Auflrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 

2^Verf^°n nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder FUtening des ermt- 
tierten Lichtes bei einer Anregungs weUenlSnge zur Erfassung spektral aufgetrennter Huoreszenzen eingesetzt wird. 
3 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali eine spektrale Auttrennung oder I'llterung des emit- 
tierten Lichtes bei mehreren verschiedenen Anregungswellenlangen zur Erfassung spektral aufgetrennter Huores- 
zenzen eingesetzt wird. , J n - • u.V n . 
4. Verfahren nach cincm der vorhcrgchcnden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB ein mchtUnearcs Regrcssi- 
onsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 
5 Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB bei Verwendung von m ver- 
schiedenen Fluorochromen n = m verschiedene spektrale Konfigurationen zur Dalenaufeeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Substitulionsverfahren zur Berechnung der Beilrage der Reinfonnen zu komplexen GesaiiiUJignalen 40 

verwendet wird. . , ^ „ i a i* n 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungshchtquellen 
kontinuierliche oder gepulste Laserlichtquellen verwendet werden. 

7 Verfahren nach einem dcr voitcrgchcndcn Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Quanafizierungen von Mil- 
Ueubedingungen durchgefUhrt werden, wobei ein oder mehrere Fluoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 45 
millieuabhangig veranderliche Formen fiir das eriindungsgemaBe Quantifizierungsverfahren als verschiedene Rein- 
formen von Fluorochromen behandelt werden kormen. 

8 Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Huoreszenzmikroskopie. 

9 Anwendung rie.s Verfahrens nach einem der Anspriiche L 2, 3. 4 und 6 in der Nukleinsauresequenziemng. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der DurchfluBzytometrie oder dem "fluores- so 
cence-assisted-cell-sorting" (FACS). , . • j j 

11. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 in der Huoreszenzspektrophotometne oder der 
Ruoreszenzkorrelationsspektroskopie. 

Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen ^5 
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